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Abstract of DE4407439 



comprising a tubular probe coupled to a barrier Mq.-contg. probe for receiving the series of samples. Use - 
The method is useful for monitoring rapid substance-conversion processes mediated by microorganisms, 
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Method for studying the progress of biological reactions over a period of time comprises consecutively ^ 

removing samples whilst adding a deactivating agent to the location from which the sample was taken, ^ 
using a double-tubed probe. As each sample is taken into the probe, a barrier liq. is simultaneously 

expelled from the same tube and at the end of the sampling period, the opt. frozen sample is divided into 01 

individual sections corresp. to each sample time. Also claimed is the appts. for carrying out the method, ^ 
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e.g. fermentation processes. Advantage - This is a low cost method of taking >1 sample per second. ^ 
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Fur die Untersuchung schnellablaufender Bioreaktionen 
durch rasche Aufeinanderfolge von Probonahmen aus dem 
Reaktionsraum eignet sich eine ais Doppelrohr ausgebildete 
Probenahmesonde mit Inaktlvierungsmittelzumischung. an 
die sich ein zunachst mit Sperrflgssjgkelt gefujltes Proben- 
rohr von ausreichender Linge zur Aufnahme eirier Probehse- 
rle unter Verdrangung der Sperrflussigkeit anschlieSt, das 
nach Beeadigung der Serienprobenahme - gegebenenfalls 
eingefroren - entsprechend der gewiinschten Zeituntertei- 
iung der Untersuchungsproben in einzelne Abschnitte zer- 
telit wird unter Erzielung einer im gewiinschten zeitlichen 
Verlauf entnommenen Probenreihe. ZweckmaBig sind Ab- 
sperrmittel an den Probenrohrenden und ein pneumatischer 
Antrieb von Proben- und Aktivierungsmittelstrom. Zusatzlich 
konnen g eringe Segmentierungsm engen einer mit den Pro-^ 
ben nicht mischbaren Phase perioBisch in das "Probenrohr 
eingespeist warden. Die in den Reaktor einpaSbare Probe- 
nahmesonde hat zweckmaBigenweise eine zum Reaktions- 
raum" offene Entnahmespitze, in deren Erweiterung eine 
insbesondere urn 30° bis 60° gegen die Sondenachse 
geneigte Parallelbohrung fur die Zufuhr von Inaktivierungs- 
mittel mundet, wobei angrenzend an diese Einnnundung 
statische Mischelemente in der Sonde vorgesehen sind. 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder oingereichten Unterlagen ontnommen 
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Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Un-J} - 
tersuchung des zeitlichen Ablaufs von Bioreaktionen in ' 
einem Reaktionsraum durch aufeinanderfolgende Ent- 5 
nahme biologischer Proben daraus unter Zumischung 
von Inaktivierungsmittel am Probenahmeorl mit einer 
als Doppelrohr ausgebildeten Probenahmesonde sowie 
auf eine Vorrichtung zur Durchf Dhrung des Verfahrens. 

Fur die Untersuchung der Kinetik innerhalb biologi- 10 
scher Systeme spielt die Probenahme eine wesentliche 
Rolie, wobei insbesondere bei Schnellablauf instationa- 
rer Stoffv/echselvorgange in Mikroorganismen eine ra- 
sche Folge von Probenahnnen in ausreichender Menge 
fOr genfigend empfindliche Bestimmungen von gegebe- 15 
nenfalls nur in geringen Konzentrationen vorliegenden 
Komponenten wichtig ist. 

Bekannt sind unterschiedliche Probenahmetechniken 



wie: 



1. Manuelle Probenahmetechniken: 

Die klassischen Probenahmesysteme sind zur Ent- 
nahme von 2—5 Proben pro Stunde mit zwischen- 
geschalteter Dampf sterilisation (Probevolumen 
0.01 - 1 I) vorgesehen. Primares Ziel ist neben der 25 
Entnahme einer reprasentativen Probe die Vermei- 
dung einer Kontamination des Reaktorinhalts und 
der gezogenen Probe. Neben dem klassischen 
3-Ventil-System zur Probenahme werden auch 
Kolbenventil-Konstruktionen eingesetzt (Standar- 30 
disierungs- und AusrQstungsempfehlungen fQr Bio- 
feaktdren und periphere Einrichtungen, DECHE- 
MA. 1991.45-62), 

2. Probenahmesysteme fur die On-line-ProzeBana- 
lytik: 35 
Insbesondere zur Bestimmung von intrazellulSren 

Enzy makt ivitaten mit Hilfe der Fliefi-In jektions- 

Analytik (FIA) wurden entsprechende Probenah- 
mesysteme entwickeit Hierbei wird die Probe mit 
einer Pumpe (Peristaltik- oder Kolbenpumpe) aus 40 
dem Reaktionsraum angesaugt und in einer nach- 
geschalteten Verdunnungs- und/oder Mischkam- 
mer mit Inaktivierungsreagenz versetzt Hierdurch 
lassen sich Inaktivierungszeiten von 5 Sekunden 
erreichen (Spohn, U.; Voss, H.: Probenahmesyste- 45 
me fiir die online- ProzeBanalytik in der Sterilfer- 
mentation. Jahrbuch Biotechnologie, Carl Hanser 
Veriag Munchen Wien 1992,227—253). 

3. Koaxialkatheter: 

Zur kontinuierlichen Probenahme wird ein Ko- 50 
axialkatheter vorgeschlagen, bei dem die Probe im 
Zentralrohr abgesaugt und Inaktivierungsreagenz 
im Sekundarrohr zugefuhrt wird, so daB direkt ab 
der Probenahmestelle eine Inaktivierung der Probe 
erfolgen kann, bevor in einer nachgeschalteten 55 
Dialysezelle Zellmasse und hohermolekulare Sub- 
stanzen abgetrennt werden (Hoist et al.: Appl. Mi- 
crobiol. Biotechnol. 28(1988) 32—36). 

4. Schnelle Probenahme mit Ventikechnik und Pro- 
bensammler: gQ 
Ober eine HPLC-ICapillare wird die Probe pneu- 
matisch aus dem Reaktor gefordert und Dber ein 
Ventil einem Probensammler zugefuhrt. Die Probe 
wird in evakuierte Glasrohrchen injiziert, die 35% 
PerchiorsSurelosung enthalten, die auf — 25*'C vor- 65 
gekuhlt ist. Damit laBt sich eine Probenfrequenz 
von maximal 0.5/Sekunde erreichen (Theobald, U,; 
Baltes. M.; Rizzi. M.; Reuss, M.: Biochemical Engi- 



neering — Stuttgart, Gustav Fischer Stuttgart New 
York 1991.361-364), 

Keine dieser bekanhten Probenahmetechniken ist fUr 
Probenahmefrequenzen von mehr als 1/sec geeignet. 

Ziel der Erfindung ist daher eine Probenahme, bei der 
mit relativ geringem Aufwand hohe Probenahmefre- 
quenzen erreicht werden konnen, wobei vorzugsweise 
Probemengen je Untersuchungspunkt angestrebt wer- 
den, die eine Untersuchung zellinterner Komponenten 
gestatten- 

Das zu diesem Zweck entwickelte erfindungsgemSBe 
Verfahren der eingangs genannten Art ist dadurch ge- 
kennzeichnet, daB man die aufeinanderfolgenden Pro- 
ben in zumindest ein mit SperrflQssigkeit gefulltes Pro- 
benrohr von ausreichender Lange zur Aufnahme der 
Probenserie unter Verdrangung der Sperrflussigkeit 
schickt, das (bzw. dessen Inhalt) nach Beendigung der 
Serienprobenahme — ggf. eingefroren — entsprechend 
der gewunschten Zeitunterteilung der Untersuchungs- 
proben in einzelne Abschnitte zerteiit wird. 

Weitere Besonderheiten des Verfahrens ergeben sich 
aus den AnsprUchen 2 bis 4. 

GemaB der Erfindung wird eine Serienprobenahme 
mit hohen MeBfrequenzen (je nach Unterteilung bis zu 
100/sec) in reproduzier barer Weise ermoglicht, wobei 
der apparative Aufwand relativ gering bleibt, jedoch 
durch Beriicksichtigung innerer Standards hohe Genau- 
igkeiten erzielt werden und bei entsprechend hoher 
Probenahmemenge selbst zellinterne Komponenten in 
ihrer zeitlichen Anderung analysiert werden kdnnen. 

Die Erfindung ist damit besonders geeignet fUr die 
biotechnologische Forschung, um schnelle komplexe 
Reaktionen unter definierten Bedingungen im Bioreak- 
tor verfolgen zu konnen. Diese MSglichkeiten wirken 
sich auf die Bioverfahrenstechnik zur Ermittlung kurz- 
.zeitiger-Einflusse.lokaler-Konzentrationsgradienten-auf 
den Stoffwechsel von Produktionsorganismen aus. 

Eine Vorrichtimg zur Durchf Uhrung des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens umfaBt neben einer Probenahme- 
sonde mit Absperrmitteln ein an die Sonde angekoppel- 
tes bzw. ankoppelbares Probenrohr von ausreichender 
Lange zur Aufnahmen von Probenserien innerhalb ei- 
nes-gewunschten Zeitraums. Dieses Probenrohr hat ins- 
besondere Absperrmittel an den Enden und wird 
zweckmaBigerweise am Ende der Probennahmeserie 
eingefroren. In dieser Form ist eine Unterteilung in ge- 
wunschte Einzelproben einfach zu bewerkstelligen. 

Die an das Probenrohr angeschlossene bzw. an- 
schlieBbare Probenahmesonde, die Uber einen An- 
schluBstutzen in den Reaktionsraum eingefuhrt werden 
kann, wird in an sich bekannter Weise durch ein Doppel- 
rohr gebildet, dessen beide LeitungszOge in enger Nach- 
barschaft zur Sondenspitze miteinander in Verbindung 
stehen, wodurch uber die Sondenspitze bzw. das Son- 
denende zutretende Proben unmittelbar daran anschlie- 
fiend mit Inaktivierungsmittel gemischt werden konnen, 
so daB eine Inaktivierung innerhalb von 10—20 msec 
erreicht werden kann. Besonders zweckmaBig erfolgt 
die Zumischung an einer Erweiterung der Sondenspitze 
uber einen von der Spitze weggerichteten SchrSgeinlauf 
des Inaktivierungsmittels, das vorzugsweise in einem 
Winkel von 30 bis 60° zur Sondenachse in den erweiter- 
ten Sondenraum eintritt, der anschlieBend an die Zu- 
mischstelle mit statischen Mischelementen versehen ist 

Der Zulauf der Probenflussigkeit (unter Verdrangung 
der zu Beginn im Probenrohr vorhandenen Sperrfltts- 
sigkeit) erfolgt vorzugsweise durch Druckfdrderung 
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mittels einer Druckdifferenz, die zwischen dem Reak- 
lionsraum (aus dem die Probe enmommen wird) und 
dem Probenrohrende herrscht. Das Inaktivierungsmit- 
lel wird zweckmaBigerweise mittels eines Tauchrohres 
aus einem abgeschlossenen Inaktivierungsmittelvorrai 5 
durch entsprechende Druckaufpragung gefordert, wo- 
bei das gewiinschie Mischungsverhaltnis durch entspre-. 
chende Steuerung der Forderdrucke erreicht werden 
kann. Anstelle der pneumatischen Forderung konnten 
selbstverstandlich auch Pumpen zur Bewegung der Pro- 10 
ben- und inaktivierungsmiitelstrdme vorgesehen sem. 

Die beigefugie schematische Zeichnung veranschau- 
licht die Erfindung anhand eines speziellen Ausfuh* 
rungsbeispiels: 

Wie man sieht, greift die Sonde 1 durch einen An- 15 
schluBstutzen 2 in der Reaktorwand abgedichtet in ei- 
nen Reaktionsraum 3, aus dem uber die Sondenspitze 4 
Proben (insbesondere kontinuierlich) mittels der Druck- 
differenz zwischen dem Reaktionsraum 3 und dem Ende 
5 des an die Sonde angeschlossenen Probenrohres 6 20 
kontinuierlich oder intermittierend abgezogen werden. 
Uber die Leitung 7 der Sonde 1 wird Inaktivierungsmit- 
tel der Erweiterung 8 der Probenahmeleitung der Sonde 
insbesondere iiber cine von der Sondenspitze wegwei- 
sende Verbindungsleitung zugefuhrL AnschlieBend dar- 25 
an sind siatische Mischelemente 9 im Sondenrohr vor- 
gesehen. Die Inaktivierungsmittelleitung 7 steht liber 
ein Ventil 10 mit anschlieBendem Tauchrohr mil einem 
abgeschlossenen Inaktivierungsmittelraum 11 in Ver- 
bindung, der iiber eine mit Ventil versehene Leitung 12 30 
auF Forderdruck gebracht werden karin. Das Proben- 
nahmerohr 13 der Sonde 1 steht iiber ein Ventil 14 ggL 
unter Zwischenschaltung eines Ventils 15 mit dem Pro- 
benrohr 6 in Verbindung. 

Der Probenahme- und Inaktivierungsvorgang gestal- 35 
tet sichfolgendermaBen: , 

Das Probenrohr ist vor Beginn der Messung mit emer 
Sperrfliissigkeit (2. B. deionisiertes Wasser) gefullt. Die- 
se Sperrfliissigkeit wird bei der Probenahme verdrangt 
Die Geschwindigkeit der Probenahme wird uber den 40 
Druckverlust bei der Durchstromung des Probenrohrs 
bestimm^ Ist das Probenrohr mit inaktivierter Probe 
gefullt, so werden beide Ventile am Probenrohr ge- 
schlossen, die Probenahme ist beendet. Damit ist der 
instationare zeitliche Verlauf der Reaktion im Reaktor 45 
raumlich im Probenrohr konserviert. 

Zur Analyse wird das Probenrohr von der Probenah- 
mesonde getrennt und die Proben nach Offnen der Ven- 
ule in gewunschter Unterteilung entnommen und analy- 
siert. 50 

Urn eine Riickvermischung bei der Probeentnahme 
zu vermeiden, kann das Probenrohr tiefgefroren wer- 
den. Im gefrorenen Zustand werden die gewunschten 
Probenvolumina aus dem Probenrohr herausgeschnit- 
ten und getrennt aufgetaut und analysiert. ^ 55 

Um auch Flussigkeitsproben mit veranderlichem 
Gasgehali reproduzierbar analysieren konnen. ist dem 
Reaktidris"ge"fnisch 'im Reaktor ein "Interner Standard" 
(IS) in definierier Konzentration beigegeben. Der Inter, 
ne Standard darf durch die Reaktion in seiner Konzen* eo 
tration nicht veranderi werden. Der Interne Standard 
darf die Reaktion nicht beeinflussen. 

Das Probenahmesystem ist zweckmaBigerweise kom- 
plett sterilisierbar. 

Die Probenahmesonde isi insbesondere passend zu es 
Normstutzten (2) ausgefuhrt 

Isi der Druckverlust im Probenrohr zu hoch, so kann 
durch Einfiigen eines schnell schaltenden Mehrwege- 



ventils zwischen Probenahmesonde und Probenrohr 
dieses in mehrere kurzere Teilstucke aufgeieilt werden. 

Eine Mogiichkeit zur Verringerung der Ruckvermi- 
schung stellt die Segmentierung des Probenstroms bei 
der Probenahme vor Eintritt in das Probenahmerohr 
durch periodisches Einspeisen einer zweiten nicht 
mischbaren flussigen Phase oder Gasphase (z. B. Luft) 
mit entsprechender Frequenz in den Probenahmestrom 
(etwa iiber 15) dar. 

Die Dimensionierung des vorstehend beschriebenen 
Probenahmesystems richtet sich nach den gewunschten 
analytischen Aufgaben fOr die Probenahme. Speziell zur 
Proben zur Untersuchung zellinterner Komponenten. 
deren Konzentration sich innerhalb der inaktivierten 
Probe nicht mehr verandern soli (wobei zusatzlich 
durch Zumischung von gekuhltem Inaktivierungsmittel 
fur ein "Einfrieren" des Entnahmezustandes gesorgt 
werden kann) sind folgende Abmessungen zweckmaBig: 
Die Probenleitung 13 der Sonde hat einen Durchmes- 
ser von 4 bis 8 mm und endet in einer auf 2 bis 4 mm 
verjungten Sondenspitze 4. Vom ProbeneinlaB 5 mm 
entfernt befindet sich die auf 4 bis 8 mm aufgeweitete 
Mischstelle 8, in welche die Inaktivierungsmittelleitung 
(Durchmesser 2 bis 4 mm) unter einem Winkel von 30 
bis 60° zur Sondenachse miindet. Die Mischelemente 9 
sind auf einer Lange von 2 bis 5 cm vorgesehen. Das 
Probenrohr 6 hat eine Lange von 20 bis 150 m und kann 
mit einem "Windungs- Durchmesser" von 20 bis 30 cm' 
weitgehend horizontal aufgewickelt sein. 

Es folgt ein Beispiel fur die Durchfuhrung der erfin- 
dungsgemaBen^Prpbeiiahmer - • ; — .:.7^' " " . : 



Beispiel 

Dynamische Untersuchung des katabdien Stoffwechseils 
des anaeroben Bakteriums Zymomonas mobilis 

Mit Hilfe dynamischer Untersuchungen (Aufpragung 
von Pulsen oder Sprungfunktionen) unter definierten 
Bedingungen. wie sie im Bioreaktor einstellbair sind, las- 
sen sich "Flaschenhalse" im Stoffwechsel identifizieren, 
Aus dem dynamischen Verlauf der zellinternen Metabo- 
lite konnen (teil-)strukturierte Stoffwechselmodelle 
identifiziert werden. Werden solche Untersuchungen in- 
nerhalb weniger Minuten durchgefiihrt, kann der Ein- 
fluB einer Regulation auf genetischer Ebene ausge- 
schiossen w^erden. 

Zur dynamischen Untersuchung des katabolen Stoff- 
wechsels von Zymomonas mobilis sind hohe Probenah- 
mefrequenzen erforderlich, da dieses Bakterium in der 
Lage ist, groBe Stoffmengen in sehr kurzer Zeit umzu- 
setzen. Die maximale zellmassenspezifische Glucose- 
Aufnahmegeschwindigkeit von Zymomonas mobilis 
wurde im stationaren Zustand zu qs.max = 144mmol 
Glucose /(g Trockensubstanz • h) bestimmt (D. Weu- 
ster-Botz: Continuous ethanol production by Zymomo- 
nas mobilis in a fiuidized bed reactor. Part I. Kinetic 
studies of immobilization in macroporo us glass beads.. 
Appl Microbiol Biotechnol (1993) 39: 579-584). Bei ei- 
nem durchschnittlichem zellinternem Volumen von 
2 ml/g TS bedeutet dies, daB Zymomonas mobilis in 
einer Sekunde 20 mmol/1 Glucose aufnehmen kann. Da- 
her sind MeBfrequenzen groBer 1/Sekunde erforderlich. 

Fermentation 

In einem 30 I Riihrkesselfermenter (Arbeitsvolumen 
20 1 6-Blatt-Radial-Ruhrer) mil Standard-MeB- und Re- 
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gelungstechnik (Dreh2ahl{n)-. Volumen(V)-, Druck(P)-, 
Temperatur(T)- und pH-Regelung) wird Zymomonas 
mobiiis kontinuierlich bei einer Verweilzeit von 1 0 h im 
FiieBgleichgewicht kultiviert (Glucose im Zulauf = 
120 g/K pH = 5.0. T - SO'^C). Dabei laBt sich eine Zell> 5 
dichte von 1.8 g TS/1 erzielen. Die Glukosekonzentra- 
tion im Fermenter betragt 0.08 g/1, die Produktkonzen- 
tration (Ethanol) 55 g/l. Es sind also Glucose-limitierte 
Bedingungen eingestellt (Ks = 0.13 g/l). Die Mediumszu- 
sammensetzung (rein mineralisches Medium) ist in der io 
Literatur angegeben (siehe oben). 

Zusatzlich wird als Interner Standard (IS) 20 ^imol/l 
Maltose ins Medium eingewogen. Maltose kann von 
Zymomonas mobiiis nicht alifgenommen werden. 

15 

-Schnelle Probenahme mil Inaktivierung 

In einem seitlichen 25 mm "IngoW'-Stutzen des Stan- 
dard-Ruhrkesselfermenters befindet sich die Probenah- 
mesonde. die bei der Sterilisation des Fermenters mit- 
sterilisiert wird. Das Ventil zur Zufuhrung des Inaktivie- 
rungsreagenz und das Ventil am Probenrohr sind ge- 
schlossen. Das Probenrohr aus Polypropylen hat einen 
purchmesser von 8 mm, eine Lange von 80 m und ist mit 
einem Durchmesser von 25 cm aufgewickelt (100 Wick- 
lungen). Als Sperrfitissigkeit wird Wasser verwendet. 

Im Reaktor ist in axialer Richtung uber die gesamte 
Eintauchtiefe ein perforiertes Tauchrohr angebracht, 
das ebenfalis uber ein Ventil abgeschlossen ist Daran 
angeschlossen ist eine Vorlage mit 100 ml Glukosekon- 
zentrat (400 g/l). Der Druck im VorlagebehSIter betragt 

"4-bar. Mit dieser Anbrdriung lassen sich bei Offheircies"^"' 
Ventils zur Aufgabe eines Glucose-Pulses bei maxima- 
ler RUhrerdrehzahi (n « 10001/min) Mischzeiten von 
weniger als 100 ms erzielen. Die Konzentration an Glu- 35 
cose im Fermenter betragt direkt nach Aufgabe des 
Glucosepulses 2,0 g/l.(nicht gluco selimitierte Be dingun- 

"gen);; : - 

Der Vordruck im Fermenter zum Transport der Pro- 
be in das Probenrohr wird bei dem gewahlten Rohr- 40 
durchmesser von 8nim auf 400mbar eingestellL Die 
Perchlorsaurevorlage (350/oige Losung) wird auf — 25°C 
gekuhlt und ebenfalis mit einem Vordruck von 400 mbar 
beaufschlagt. _ _ 

Der Probenahme- und Inaktivierungsvorgang glie- 45 
dert sich in 5 Phasen: 

1. Starten der Probenahme durch zeitgleiches Off- 
nen der Ventile an der Probenahmesonde und am 
Probenrohr (Ausgangskonzentrationen). 50 

2. Aufgeben eines Glukosepulses nach 20 Sekunden 
durch Offnen des Ventils der Glucosevorlage (die 
Messungen im Bereich der Mischzeit konnen spa- 
ter bei der Auswertung nicht berucksichtigt wer- 
den). 55 

3. Beenden der Probenahme nach 5 Minuten durch 
SchlieBen aller Ventile, wenn das Probenrohr voU- 
standig mit Probe geffillt ist. 

4. Abtrennen des Probenrohrs von der Probenah- 
mesonde und Einfrieren des Probenrohrs. so 

5. Zerlegen des gefrorenen Progenahmerohrs in 
aquidistante Teilstiicke von 5 ml Inhalt. Nach dem 
Auf tauen kSnnen die Teilproben analysiert werdea 

Ergebnis 65 

Bei dieser Vorgehensweise wird ein inaktivierler Pro- 
benahmestrom von 15 ml/s erzielt. Das bedeutet, die 



zeitliche Auflosung liegt bei 3 Proben/Sekunde, es wird 
also eine MeBzeit von 333 ms erzielt." Durch die Probe- 
nahme wird das Reaktorvolumen um 2^5 1 verringert 
(11.25%). 

Durch Analyse des Internen Standards laBt sich das 
Mischungsverhaltnis Probe und Inaktivierungsreagenz 
im Rahmen der MeBgenauigkeit bestimmen. 

Die Analytik der einzelnen Stoffwechselintermediate 
erfolgt nach Vorbehandlung der Probe (abzentrifugie- 
ren bei 30 000 g. 30 min, 4°C und Lyophilisieren des 
Oberstands) in der Regel biochemisch. Die Konzentra- 
tionen der phosphorylierten Verbindungen, wie sie im 
katabolen Stoffwechselweg iiberwiegend vorliegen, 
konnen in einfacher Weise mit Hilfe von 31P-NMR- 
Messung der Perchlorsaureextrakte gleichzeitig be- 
stimmt werden. 

Mit dieser Technik kann der dynamische Konzentra- 
tionsverlauf von Glucose-6-P, 6-P-Gluconat, 2-keto- 
3-deoxy-6-P-Gluconat, Glyceraldehyd-3-P, Glycerate- 
1,3-P. 3-P-Glycerate, 2-P-Glycerate, ATP, ADP, UTP, 
UDP gemessen werden, 

Bei bekanntem intrazellularem Volumen (Zymomo- 
nas mobiiis 2 ml/g TS) lassen sich daraus die intrazellu- 
laren Konzentrationen berechnen. 

Die intrazellulare Konzentrationen der Metabolite., 
die auch extern vorliegen (Glucose, Lactat, Acetat, Et- 
hanol, Glycerin, Acetoin. Acetaldehyd) kdnnen aufgrund 
des ungunstigen Volumenverhaltnissen intern/extern 
nicht bestimmt werden. 

Paten tansprliche 

1. 'Verfahren zur Untersuchung des zeitlichen Ab- 
laufs von Bioreaktionen in einem Reaktionsraum 
durch aufeinanderfolgende Entnahme biologischer 
Proben daraus unter Zumischung von Inaktivie- 
rungsmittel am Probenahmeort m it ciner.als Pop- 
pelrohr ausgebildeten Probenahmesonde, dadurch 
gekemizeichnet, daB man die aufeinanderfolgen- 
den Proben in zumindest ein mit SperrflDssigkeit 
gefiilltes Probenrohr von ausreichender Lange zur 
Aufnahme der Probenserie unter Verdrangung der 
Sperrflassigkeit schickt, das nach Beendigung der 
Serienprobenahrae — ggf, eingefroren — entspre- 
chend der gewUnschten Zeitunterteilung der Un- 
tersuchungsproben in einzelne Abschnitte zerteilt 
wird- 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB im Reaktionsraum vor Beginn der 
Probenahme eine inerte IComponente als innerer 
Standard homogen zugemischt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB wahrend der Probenahme peri- 
odisch geringe Segmentierungsmengen einer nicht 
mischbaren Phase in das Probenrohr eingespeist 
werden. 

4. Verfahren nach einem der vorangehenden An- 
sprOche, dadurch gekennzeichnet, daB die Lange 
und der Durchmesser des oder der Probenrohre(s) 
ausreichend bemessen sind fiir die Analyse des 
Konzentrationsverlaufs zellinterner Kompohen- 
ten. 

5. Vorrichtung zur Entnahme biologischer Proben 
aus einem Reaktionsraum mittels einer Probenah- 
mesonde mit Absperrmitteln, gekennzeichnet 
durch ein an die Sonde angekoppelies bzw. ankop- 
pelbares Probenrohr von ausreichender Lange zur 
Aufnahme einer Probenserie uber einen dem zeitli- 
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Chen Reaktionsablauf entsprechenden Zeitraum, 

6. Vorrichtujig nach Anspruch 5. gekennzeichnel 
durch Absperrmiiiel an den Probenrohrenden. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6. gekenn- 
zeichnel durch eine in den Reakior einpaBbare 5 
rohrformige Probenahmesonde mil zum Reak- 
lionsraum of fener Entnahmespitze, in deren Erwei- 
lerung eine Parallelbohrung fur die Zufuhr von In- 
aktivierungsmittel miindet und die angrenzend an 
diese Einmundung mil siatischen Mischeiementen jo 
versehen ist sowie durch Mittei zur Erzeugung ab- 
gesiimmier Forderdrucke fur die Proben- und In- 
aktivierungsmittelstrome. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, gekennzeichnet 
durch pneumatischen Antrieb von Proben- und In- 15 

. aktivierungsmittelstrom. 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 5 bis 8, 
gekennzeichnet durch einen um 30—60** gegen die 
Sondenachse geneigten Einlauf des Inaktivierungs- 
mittels. 20 
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